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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Beeinflussung von Cytokinen durch proteolytische Enzyme so 
wie die Verwendung proteolytischer Enzyme zur Beeinflussung von Cytokinen. 
5 Wichtige Stoffwechselstoffe bei der Auslosung diverser Krankheitszustande sind die Cytokine. Cytokine sind kleine 
Proteine mit Molekulargewichten von 8000 bis 30000, wobei jedes Cytokin eine eigene Aminosauresequenz und Zello- 
berflachenrezeptoren aufweist. Sie werden von einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen hergestellt und wirken auf 
fast jedes Gewebe und Organsystem. Die Namen, die den verschiedenen Cytokinen gegeben wurden, folgen keineni lo- 
gischen System, sondera entsprechen vielniehr ihrer biologischen Eigenschaft. EL- 1 und TNF (Tlimornekrosefaktor) sind 
10 die primaren proinflammatorischen Cytokine, und auBerdem wirken diese zwei Cytokine in einer synergistischen Weise 
bei der Induktion von Entziindungen, Schock und Tod. 

In den Letzten 20 Jahren wurden auf Leukozyten des menschlichen Blutes mehr als 100 verschiedene Oberflachenmo- 
lekule beschrieben. Ihre Identification, Charakterisierung und Funktionsbeschreibung wurde insbesondere durch die 
Technik der Herstellung von monokionalen Antikorpern beschleunigt. Definierte Oberflachenmolekule werden im allge- 
15 meinen in einer sog. CD-Nomenklatur ("cluster of differentiation") erfaBt. 

Fiir einen Teil der Oberflachenmolekule ist ihre Funktion bzw. ihr physiologischer Ligand bekannt. Fur den Interleu- 
kin-2-Rezeptor (CD2S) z. B. ist das Interleukin-2 der naturliche Ligand. Auch andere Cytokine sind Liganden der Ober- 
flachenmolekule und werden daher von diesen beeinfluBt. 

Fiir verschiedene Oberflachenmolekule von Leukozyten und Endothelzellen ist weiterhin beschrieben, daB sie durch 
20 Immunmediatoren in ihrer Antigendichte reguliert werden. So wird durch y- Interferon die Expressionsdichte des Entziin- 
dungsmarkers HLA-DR auf Monozyten sowie des Adhasionsmolekuls CD54 (ICAM-1) auf Endothelzellen gesteigert. 

Bei bestimrnten Infektionen oder Krebserkrankungen kommt es zu einer Verschiebung von in Homoostase befindli- 
chen verschiedenen Subpopulationen von Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten. Normalerweise ist der Organis- 
mus in der Lage, im ProzeB einer Genesung die Verteilungsgleichgewichte der Subpopulationen wieder herzustellen. 
25 Bei chronischen Erkrankungen, insbesondere bei Autoimmunerkrankungen und der damit verbundenen permanenten 
Belastung des Immunsystems (z. B. durch Immunkomplexe und im Zusammenhang mit chronisch persistierenden Virus- 
infektionen wie AIDS), kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer vom Organismus nicht mehr kompensierbaren 
Verschiebung sowohl der Gleichgewichte der Zellpopulationen als auch der Expressionsdichte einiger spezifischer An- 
tigene. Allgemein spricht man hier von einer unkontrollierten Aktivierung des Immunsystems. 
30 Nach dem bisherigen Kenntnisstand erhartet sich die Annahme, daB die Modulation von Zelloberflachenmolekulen 
des Immunsystems ein besonderes Feld der "Medikation" darstellen konnte. 

Der vorliegenden Erfindung lag daher daB technische Problem zugrunde, ein Verfahren zur Beeinflussung von Cyto- 
kinen anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 1 angegebene Erfindung geiost. Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den 
35 Unteranspriichen angegeben. 

GemaB Anspruch 1 ist die Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym und gegebenenfalls Rutosid zur 
Beeinflussung von Cytokinen vorgesehen. 

Die durch das bzw. die proteolytischen Enzyme modulierten Immunglobuline zeichnen sich dadurch aus, daB deren 
Bindungsfahigkeit fiir die Komplementkomponente Clq erniedrigt ist. Dies gilt fur naturliche Clq-bindende Immunglo- 
40 buline (Subklassen IgGl, IgG2, IgG3, IgM und teilweise IgA). 

Die geanderte Clq-Bindungsfahigkeit wird - ohne an eine Theorie gebunden zu sein - vermutlich durch eine Konfor- 
mationsanderung der C^-Domane aufgrund der Enzymeinwirkung verursacht. Dabei kann die Konformationsanderung 
entweder durch eine enzymatisch verursachte Anderung unmittelbar in der CH2-Domane hervorgerufen werden, oder die 
proteolytischen Enzyme bewirken eine Strukturanderung in den der Cn2-Domane benachbarten Bereichen, und dies 
45 Anderungen beeinflussen die Konformation der Cn2-Domane. 

Die Behandlung von Neutrophilen mit proteolytischen Enzymen reduzierte deutlich die Expression z. B. des Rezept- 
ors JH fur den Fc-Bereich von IgG und beeinfluBt offenbar auch die Anzahl von Fcy-R-II auf der Zelloberflache. Es wird 
dabei die Bindung von IgG bedeckten Erytrozyten an Neutrophile verstarkt; ferner wird auch ihre Fahigkeit, IgG-vermit- 
telte Funktionen, wie z. B. die antikorperabhangige zellulare Cytotoxizitat und Chemolumineszenz, die durch IgE indu- 
50 ziert werden, verstarkt. Diese Reaktionen sind komplett abhangig von Fcy-R-IL 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird als proteolytisches Enzym Trypsin, Bromelain, Papain und gegebenen- 
falls Rutin verwendet oder eine {Combination derselben. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Enzyme Lassen sich kostengiinstig aus den folgenden Rohmaterialien isolieren. 
Bromelain ist ein proteolytisch wirksames Enzym aus dem PreBsaft der Ananas und kann auch noch aus reifen Friich- 
55 ten isoliert werden. 

Papa in ist ein proteolytisches Enzym, das aus dem Milchsaft der unreifen, fleischigen Friichte des Melonenbaums Ca- 
rica Papaya gewonnen wird. Reines Papa in ist ein kristalines Polypeptid mit einem MG. von 23350, das aus einer Kette 
von 212 Aminosaureresten mit 4 Disulfid-Briicken besteht; Sequenz und Raumstruktur sind bekannt. Papain wird viel- 
faltig eingesetzt: Aufgrund seiner Protein-spaltenden Eigenschaft als "Reischzartmacher*' oder "Murbesalz", zum Kla- 

60 ren von Bier, zur Brot- und Hartkeksherstellung, in der Lederzubereitung, in der Textil-Industrie zum Entbasten von 
Seide und zur Verhinderung von Wollverfilzung, in der Tabak-Indusu-ie zur Qualitatsverbesserung, zur Ruckgewinnung 
von Silber aus verbrauchtem photographischem Material, ferner in der Bakteriologie zur Pepton-Gewinnung. In der Me- 
dizin dient Papain bereits zur Unterstutzung der enzymatischen Verdauung, zur enzymatischen Wundreinigung und als 
Zusatz zu Zahnprothese-Reinigungsmitteln. Fur Spezialzwecke werden Papain-praparate auch an Kunststoffpolymere 

65 oder Agarose tragergebunden angeboten. Papain ist auch als Katalysator zur Synthese von Oligopeptiden verwendet 
worden. 

Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das ebenfalls im Pankreas gebildet wird und in Verbindung mit anderen Enzy- 
men bereits therapeutisch eingesetzt wird. Es gehort zu den Serin-Proteinasen. Kristallines Trypsin hat ein MG von ca. 
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23300. ist in Wasser, nicht aber in Alkohol loslich, besitzt ein Wirkungsoptimum bei pH 7-9 und spaltet peptid-Ketten 
spezifisch Carboxy-seitig der basischen Aminosaurereste L-Lysin und L-Arginin. Die raumliche Slruktur des aus 223 
Aminosauren bestehenden Trypsins ist bekannt. 

Eine besonders gute Wirksamkeit zeigt sich bei der Verwendung einer Kombination der Enzyme Bromelain, Papain 
und/oder Trypsin. Neben der bemerkenswerten und unerwarteten Wirkung dieser Enzyme hat die koinbinierte Verwen- 5 
dung der genannten Enzyme weiterhin den Vorteil, daB auch bei einer Langzeitanwendung keine schadigenden Neben- 
wirkungen auftreten. 

Weiterhin kann zusatzlich Rutosid dem Medikament beigemischt werden. Rutosid ist ein Glycosid, das zu den Fla- 
vonoiden gehort. 

Eine besonders gute Wirksamkeit hat die kombinierte Verwendung von 20 bis 100 mg Bromelain, 40 bis 120 nig Pa- to 
pain und 10 bis 50 mg Trypsin pro Dosiseinheit. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Kombination von 90 mg Bromelain, 120 mg Papain und 100 mg Rutosidx3H 2 0. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Kombination von 48 mg Trypsin, 90 mg Bromelain und 
100 mg Rutosidx3H 2 0 verwendet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden 10 bis 100 mg, besonders bevorzugt 100 mg Rutosidx3 H 2 0 15 
pro Dosiseinheit verwendet. 

Das Medikament kann weiterhin alle ublichen Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 

Als Hilfs- und Tragerstoffe kommen z. B. Lactose, Magnesiumstearat, Stearinsaure. Talkum, Methacrylsaure, Copo- 
lymerisat Typ A, Shellack, Makxogol 6000, Dibutylphthalat, Vanillin. Titandioxid, weiBer Ton, Polyindon, gelbes Wachs 
und Camaubawachs in Frage. ^ 0 

Die Erfindung betrifft ferner die zusatzliche Verwendung von a2-Makroglobulin (<x 2 -M). a 2 -M ist einer der wichtig- 
sten Inhibitoren von Proteinases a 2 -M reagiert mit einer Vielzahl von Endopeptidasen. Die Reaktion von a 2 -M nut der 
jeweiligen Proteinase lauft in der Regel so ab, daB ot 2 -M einer Konfomiationsanderung unterliegt, nachdem es in Kontakt 
mit der Proteinase gekommen ist und diese daraufhin im Molekiil festhalt. Die Enzyminhibition beruht auf einer steri- 
schen Behinderung, obwohl das aktive Zentrum des Enzyms seine Funktion behalt. Durch die Beeinflussung der Prote- 25 
inase tragt ct 2 -M zu einer Immunmodulation durch Beeinflussung von Cytokinen bei. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Beeinflussung von Cytokinen, wobei die Cytokine mit einem oder 
mehreren proteolytischen Enzymen und gegebenenfalls Rutosid in Kontakt gebracht werden. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung im einzelnen erlautern. 

30 

Beispiel 1 
Material und Methoden 

1 . Material 35 

Es wurde das Zellkulturmedium RPMI 1640 mit folgenden Zusatzen verwendet: NaHCCh (Biochrom, 2 g/1); L-Glu- 
tamin (Biochrom, 2 mM), Na-Pyruvat (Biochrom. 1 mM), NaN 3 (Sigma, 0,01%). 

Im Falle einer Stimulation der Zellen wurde entweder Phythamagglutinin M (Biochrom, 5 ug/ml) oder y-Interferon 
(100 U/ml) eingesetzt. Die Stimulation der Zellen erfolgte dabei uber 1-3 Tage mit Zusatz von 10% totalem Kalberse- 
rum (Biochrom). 

Als Targets fur die zu untersuchenden Enzyme wurden frisch isouerte. humane, periphere. mononukleare Blutzellen 
(Citratblut) verwendet. Nach der ublichen Isolation mittels Ficoll wurden die Zellen mehrfach gewaschen und frisch bei 
den Experimenten eingesetzt. Neutrophile Granulozyten wurden ebenfalls aus frischem Citratblut isoliert. Hierbei er- 
folgte die Abtrennung von den Lymphozyten/Monozyten mittels eines 2-Stufen-Ficoll-Gradienten. 45 

2. Verwendete monoklonale Antikorper 

Fur die spezifische Erkennung der Oberflachenstrukturen der Leukozyten wurden monoklonale Antikorper verwendet. 
Diese erkennen auf den entsprechenden Antigenen jeweils ein definiertes Epitop, welches bei den von uns untersuchten 50 
Antigenen nur ein einziges Mai in der Struktur vorkommt. In Ubersicht 1 sind die untersuchten Oberflachenmarker, die 
monoklonalen Antikorper sowie die analysierten Targetzellen dargestellt. 

55 
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Ubersicht 1 



Analysierte Oberflachenmarker, verwendete monoklonale Antikorper und Targetzellen der Enzymbehandiung 



Marker 


Epitop AK-Bez. 


Fluor ochrom 


Produzent 


Target-Zelle 


CD 2 


Leu5b 


PE 1 


B.D. 3 


T-Lymphozyten 


CD4 


Leu 3 a 


PE 


B.D. 


T-Lymphozyten 




OKT4 


FITC 2 


Ortho 4 


T-Lymphozyten 


CD25 


IL-2R 


PE 


B.D. 


PHA-Blasten 



15 x Phycoerythrin, rote Fluoreszenz; 

2 Fluoreszeinisothiocyanat, griine Fluoreszenz; 

3 Becton Dickinson, Heidelberg; 
20 4 Ortho Diagnostics 

3. Inkubationsbedingungen 

25 Die frisch isolierten und aufbereiteten Zellen wurden mit den Enzymen Bromelain, Papain und Trypsin (Arzneimittel- 
Inhaltsstoffe der Fa. Mucos) mit den jeweils in den Legenden der Tabellen und Abbildungen angegebenen Konzentratio- 
nen inkubiert. Bei der Mischung der drei Enzyme entsprach das Mischungsverhaltnis 22,7 15,5 : 11,9 (Bromelain : Pa- 
pain : Trypsin, bezogen auf 40 ug/ml, "BPT"). Es wurden drei Enzymkonzentrationen (40, 10, 2,5 ug/ml) untersucht. Die 
Inkubation fand in serumfreiem Medium bei 37°C statt. 

30 Die Proteasen wurden unrnittelbar vor den Inkubationen angesetzt. In den Zellkulturmedien war 0,01% Natriumacid 
enthalten. Durch diesen Zusatz werden die Zellen daran gehindert, wahrend des Inkubationsprozesses oder der Wasch- 
vorgange Rezeptormolekiile erneut zu exprimieren. Nach dem Auswaschen des Zellkulturmediums sind die Zellen wie- 
der aktivierbar (nicht demonstriert). 

Nach entsprechender Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Enzymen, Auswaschen der Enzyme und der Markie- 

35 rung mit monoklonalen Antikorpern (nach Angaben der Hersteller) wurde sofort die Analyse der Oberflachenmarker 
vorgenommen. 

4. Analytische DurchfluBcytometrie 

40 Alle Untersuchungen zur Modulation von Zelloberflachenmolekulen wurden mittels analytischer DurchfluBcytome- 
trie (FACSCAN, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) unter Verwendung einer geratespezifischen Software (Lysis I) 
durchgefuhrt. Bei entsprechender Einstellung des Gerates sowie der Mitfuhrung von Referenzen, d. h. Zellen, die ohne 
Enzyme aber in derselben Prozedur behandelt wurden, erfolgte die Messung. 

Fur jede Subklasse der monoklonalen Antikorper wurde eine entsprechende fluoreszenzkonjugierte Isotypenkontrolle 
45 mitgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Maus-Immunglobulin, mit welchem die Kapazitat der unspezifischen Bindung 
der Targetzellen fluBcytometrisch erfaBt wird. 

Pro Histogramm wurden 10 000 Zellen gemessen. Die jeweiuge Zellpopulation wurde mit einem sogenannten "elek- 
tronischen Gate" separiert, in dem sich dann mindestens 3 500 Zellen befanden. 

50 5. Darstellung der Ergebnisse 

Die Auswertung und Analyse der Daten erfolgte unabhangig vom MeBvorgang auf dem DurchfluBcytometer mittels 
einer geratespezifischen Software. Dabei wurden jeweils die Histogramme der Kontrollen, d. h. der unbehandelten Zell- 
proben, mit den Histogrammen der enzymbehandelten Zellen verglichen. 
55 Die Rohdarstellung umfaBt ein optisch eindrucksvolles, aber relativ uniibersichtliches Histogramm, bei dem verschie- 
dene Einzelmessungen ubereinander gelagert abgebildet sind. Hier laBt sich insbesondere die Wirkung der Enzyme im 
Vergleich zur Referenz optisch transparent machen. Fur diese Untersuchungen ist nicht der prozentuale Anteil einer Sub- 
population an der gesamten Leukozytenpopulation die MeBgroBe, sondem die relative Rezeptordichte, die sich als Ruo- 
reszenzintensitat darstellt. 

60 Aus diesen Histogrammen, die beispielhaft sind und illustrativen Charakter haben, Lassen sich Daten ableiten, welche 
die relative Fluoreszenzintensitat der Einzelmessung reflektieren. Diese ist ein MaB fur die relative Rezeptor- oder Ober- 
flachenmolekiildichte bei einer gemessenen Zellpopulation. 

Die Saulengraphiken zeigen in logarithmischer Darstellung den Medien der relativen Fluoreszenz. Es laBt sich so ge- 
geniiber der Referenz die Reduktion der Dichte des jeweiligen Oberflachenmolekiils in Abhangigkeit von der Enzym- 
65 konzentration darstellen. 

In den Tabellen sind die Daten unabhangiger Experimente enthalten. Die Nummern der Spender haben nur fur die je- 
weilige Tabelle Gultigkeit und sind nicht auf andere Tabellen ubertragbar. Wird in der Tabelle beispielsweise ein Wert 
von 40% angegeben, so bedeutet das, daB bei diesem Antigen 40% aller Oberflachenmolekule durch das Enzym so ver- 

4 
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andert ist, daB der spezifische monoklonale Antikorper sein Epitop nicht mehr erkennt. Wird keine Reduktion beobach- 
tet, so erscheint in den Tabellen der Wert "0". Die angegebene Prozentzahl driickt somit die Enzyinleistung gegentiber 
den einzelnen Antigenen aus. Werte bis zu 20% werden im Einzelfall als nicht relevant angesehen. 

Fur eine Bewertung der Wirkung der Enzyme auf die einzelnen Antigene ist es gunstig, einen geeigneten Vergleichs- 
maBstab zu wahlen. Bis auf wenige Ausnahmen wurden alle Untersuchungen unter standardisierten Inkubationsbedin- 5 
gungen durchgefuhrt. Damil kann rur diese experimentellen Bedingungen die aus friiheren Forschungsberichten be- 
kannte Halbeffektkonzentration angegeben werden. 

Zur Berechnung der Halbeffektkonzentration wurden die Daten mittels nicht-li nearer Regression ausgewertet. Der 
Median der Fluoreszenzintensitat versus eingesetzter Enzymkonzentration und Referenz werden zueinander in Bezie- 
hung gesetzt, und daraus laBt sich die Menge an Enzym berechnen, die zu einer 50%igen Reduktion der relativen Fluo- 10 
reszenzintensitat bzw. der in der Struktur veranderten Rezeptordichte fiihrt. 



Abb. 1 



CD2-Modulation durch Proteasen; Angegeben ist der Median der relativen Fluoreszenzintensitat; Targetzellen: Lym- is 
phozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD2 spezifischen monoklonalen 
Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-Isotyp inkubiert 
wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 1 (vgl. Tab. 1) als 
Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 



Abb. 2 



20 



o 



CD4 (Epitop Leu3a)-Modulation durch Proteasen; Angegeben ist der Median der relativen Fluoreszenzintensitat; Tar- 
getzellen: Lymphozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Ze Lien, die mit dem fur CD4 spezifischen, 
monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die nut dem Antikorper- 25 
Isotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit mil den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 2 
(vgl. Tab. 2) als Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 



Abb. 3 

30 

CD4 (Epitope OKT4 und Leu 3 a)- Modulation durch Trypsin; Angegeben ist der Median der relativen Fluoreszenzin- 
tensitat; Targetzellen: Lymphozyten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD4 spe- 
zifischen monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem An- 
tikorper-Isotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von ei- 
nem Spender (vgl. Tab. 3) als Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 35 

Abb. 4 



CD25-Modulation durch Proteasen; Angegeben ist der Median der relativen Fluoreszenzintensitat; Targetzellen: 
PHA-Blasten. Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD25 spezifischen, monoklo- 40 
nalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-Isotyp inku- 
biert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 nun. Dargestellt sind die Daten von Spender 1 als Mittel- 
wert von Doppelbestimrnungen und Standardabweichung. 



o 



Abb. 5 45 

Reduktion der Leu3a- Antigendichte durch Trypsin. Frisch isolierte humane periphere, mononukleare Blutzellen wur- 
den mit Trypsin im serurnfreien Medium inkubiert, anschlieBend gewaschen und mit dem monoklonalen Antikorper anti- 
Leu3a markiert. Die Redukuon der relativen Fluoreszenzdichte von CD4 der Lymphozytenpopulation ist das MaB der 
Enzymaktivitat. Die Halbeffektkonzentration von Trypsin gegentiber dem Epitop Leu3a von CD4 wird liber die gefittete 50 
Kurve berechnet. 



Ergebnisse 

Tabelle 1 55 

CD2-Modulation durch Proteasen; Targetzellen: Lymphozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduktion des Medians 
der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzynileistung ist. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 
60 min. Es sind die Ergebnisse von drei Experimenten nut Zellen von drei verschiedenen Spendern dargestellt. 

60 
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10 



15 



20 



25 



Enzym 


Nr. 


40 jLtg/ml 


10 ptg/ml 


2 , 5 


Bromela in 


1 


11 l 


17 9 


17 4 

X ^ , ** 




2 


6 1 
O , X 


12 2 


14 3 
X** , -> 




•J 


o 


n 




pa na i' n 
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3 


96,3 


85,4 


50 , 9 


BPT 


1 


71,9 


54,7 


38,2 




2 


74,1 


8 , 8 


18, 4 




3 


94 , 3 


72, 6 


25,2 



Tabelle 2 

CD4(Epitop Leu3a)-Modulation durch Proteasen; Targetzellen: Lymphozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduk- 
30 tion des Medians der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung ist. Die Inkubationszeit mit den En- 
zymen betrug 60 min. Es sind die Ergebnisse von zwei Experimenten mit Zellen von zwei verschiedenen Spendern dar- 
gestellt. 



35 



Enzym 



Nr. 



40 fig/ml 10 jug/ml 



2,5 fig /ml 



40 



Bromelain 



1 
2 



24 , 6 
16, 2 



0 
0 



0 
0 



45 



Papain 



1 
2 



2 , 5 
0 



3,2 
0 



0 

5,7 



50 



Trypsin 



1 
2 



99 , 3 
99,4 



93,0 
96,2 



64, 1 
57,5 



55 



BPT 



1 

2 



98 , 3 
99,4 



49,3 
79, 2 



23 , 0 
20,2 



Tabelle 3 



60 



Modulation der CD4-Epitope Leu3a und OKT4 durch Trypsin; Targetzellen: Lymphozyten. Angegeben ist die prozen- 
tuale Reduktion des Medians der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung ist. Die Inkubationszeit 
mit den Enzymen betrug 60 min. Es sind die Daten von einem Spender dargestellt. 
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Enzym Epitop 40 Mg/ml 20 /zg/ml 10 jug/ml 

Trypsin Leu3a 98,5 96,7 87,1 

0KT4 6,5 6, 3 19,5 

Epitop 5 fig /ml 2,5 jug/ml 1,25 pg/ml 

Trypsin Leu3a 65, 2 41,9 28,8 

OKT4 13,3 10,8 9,3 

Tabelle 4 

CD25-Modulation durch Proteasen; Targetzellen: Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen. Angegeben ist die prozen- 
tuale Reduktion des Medians der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein MaB der Enzymleistung ist. Die Inkubationszeit 
mit den Enzymen betrug 60 min. Es sind die Ergebnisse von zwei Experimenten mit Zellen von zwei verschiedenen 
Spendern dargestellt. Vor dem Experiment wurden die Zellen 3 Tage mitogenstimuliert. 

Enzym Nr. 4 0 fig /ml 10 ixg/ml 2.5 ug/ml 

Bromelain 1 90 , 7 80, 1 59 , 7 

2 62,6 43,6 0 

Papain 1 92,2 81,0 60,7 

2 62, 6 43, 6 0 

Trypsin 1 91,2 88,2 71,0 

2 78,9 73,9 52,8 

. BPT 1 92,1 89,7 50,9 

2 79,4 44,1 12,2 

Tabelle 5 

Berechnete Halbeffektkonzentration (pg/ml) von Bromelain, Papain, Trypsin und deren Kombination fiir die 50%ige 
Reduktion der Dichte von zellularen Oberflachenmolekulen. Die Enzyminkubation betrug 1 Stunde. 
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Enzyme 


CD2 


CD4 3 


CD25 4 


Bromelain 


T T — v 1 V* 4* a \y 4" \r /"\ r~i *y 

Ha iD6i £ 6K LKOn Z . 


i 


n w 


n w 


18, 4 


5 


Bereich 2 






_ 


14-23 


Papain 


Halbe t r sKuKonz . 


l 


n w 


n w 


12, 4 




2 

Bereich 








11-14 


to 

Trypsin 


Halbef f ektkonz . 


l , 


1/5 


2,5 


< 2,5 




Bereich 2 




1-2 


2,3-3,1 




B-P-T 5 


Halbef f ektkonz . 


l 


9,3 


16, 4 


16, 0 


15 


2 

Bereich 




7, 5-14 


15, 5-13 


13-19 



1 berechnet aus Mittelwerten von 2 oder 3 unabhangigen 
Experimenten 

2 minimaler und maximaler Wert, % Konf idenzbereich = 1 5, 
geschatzt 

3 Modulation von CD4-Epitop Leu3a 

4 auf stimulierten Zellen prasent 

5 Mischung der Proteasen im Verhaltnis 22,7 : 15,5 : 11,9 
- Bromelain : Papain : Trypsin 

n w: nicht wirksam im untersuchten System (max. 40 /ig Enzym/ml, 
1 h Inkubation) 



Patentansprik.he 

40 1. Verwendung von mindestens einem proteolytischen En.:; md gegebenenfalls Rutosid zur Beeinflussung von 

Cytokinen. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnei iaB als proteolytisches Enzym Trypsin, Bromelain 
oder Papain oder eine Kombination von einem oder mehreren dieser Enzyme verwendet wird. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zusatziich Rutosid verwendet wird. 

45 4. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 20 bis 100 mg Bro- 

melain, 40 bis 120 mg Papain und 10 bis 50 mg Trypsin pro Dosiseinheit verwendet werden. 

5. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 90 mg Bromelain, 
120 mg Papain und 100 mg Rutosidx3 H 2 0 pro Dosiseinheit verwendet werden. 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 90 mg Bromelain, 
50 48 mg Trypsin und 100 mg Rutosidx3 H 2 0 pro Dosiseinheit verwendet werden. 

7. Verwendung gemaB einem oder mehreren der vorstehend genannten Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
zusatziich a2-Makroglobulin verwendet wird. 

8. Verfahren zur Beeinflussung von Cytokinen, wobei die Cytokine mit einem oder mehreren proteolytischen En- 
zymen und gegebenenfalls Rutosid in Kontakt gebracht werden. 

55 

Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 
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